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Resumo

Os costdes rochosos sdo ambientes dinamicos, onde fatores oceanogréaficos
mudam combinados ao ciclo das marés. Os organismos habitantes desses costfes
rochosos, como a Stramonita sp., possuem adaptacdes para lidar com a pressao
ambiental, como mudancas na expressao de proteinas, capazes de mudar o seu
metabolismo em situacOes de estresse. Entre essas proteinas estdo as proteases,
enzimas que participam de processos fundamentais para o0 crescimento e
sobrevivéncia dos organismos. Neste estudo interdisciplinar, buscamos verificar a
relacdo entre fatores oceanograficos, a expressao de proteinas e a atividade de
proteases em Stramonita brasiliensis. Foram coletados organismos e dados
ambientais, como a exposicdo as ondas, temperatura superficial da agua (TSM) e
produtividade priméria, em 13 costdes rochosos do litoral sul de S&o Paulo ao norte
do Rio de Janeiro. Foram escolhidos 5 organismos de cada costdo rochoso de
acordo com sua massa sem a concha, os quais foram avaliados quanto a expressao
de proteinas e a atividade de proteases. Nos organismos desses costdes rochosos,
a expressao de proteinas teve uma relagéo inversa com a atividade de proteases.
As variaveis oceanogréficas influenciaram tanto a expressdo de proteinas como a
atividade de proteases. Em areas mais quentes (TSM maior do que 25°C) foram
observadas as maiores concentracdes de proteinas, mas nas areas mais frias (TSM
menor do que 25°C) foram observadas as maiores atividades enzimaticas de
proteases. Esses resultados mostram que os fatores oceanograticos influenciam na
expressao de proteinas e na atividade de proteases de Stramonita brasiliensis e
consistem em um avanco para a compreensdo das respostas fisiolégicas que os

invertebrados marinhos possuem em diferentes condi¢cdes ambientais.

Palavras-chave: Gastropode, proteases, costao rochoso, temperatura, produtividade

primaria, exposicéo as ondas
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Abstract

Rocky shores are dynamic environments where oceanographic factors change
combined with the tidal cycle. The organisms inhabiting these rocky shores, such as
Stramonita sp., Have adaptations to cope with environmental pressure, such as
changes in protein expression, capable of changing their metabolism under stress.
Among these proteins are proteases, enzymes that participate in fundamental
processes for the growth and survival of organisms. In this interdisciplinary study, we
sought to verify the relationship between oceanographic factors, protein expression
and protease activity in Stramonita brasiliensis. Environmental organisms and data
such as wave exposure, surface water temperature (SST) and primary productivity
(Chl-a) were collected from 13 rocky shores of the south coast of Sdo Paulo north of
Rio de Janeiro. Five organisms from each rocky shore were chosen according to
their mass without the shell, which were evaluated for protein expression and
protease activity. In organisms on these rocky shores, protein expression has an
inverse relationship to protease activity. Oceanographic variables influenced both
protein expression and protease activity. Protein expression was higher in organisms
from areas with SST below 25 °C (cold) than in areas with SST above 25 °C (warm).
In warmer areas the highest protein concentrations were observed, but in the colder
areas the highest protease enzymatic activities in general were observed. These
results show that oceanographic factors influence protein expression and protease
activity of Stramonita brasiliensis and constitute an advance for the understanding of
the physiological responses that marine invertebrates have in different environmental

conditions.

Keywords: gastropod, proteases, rocky shore, temperature, primary productivity,
wave exposure
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1. Introducéo

Mares e oceanos possuem uma diversidade filética que abrange a quase
todos os grupos de seres vivos (Cordell, 2000). Além de realizarem processos
essenciais para o planeta, tais como trocas gasosas, fotossintese, absorcédo de
carbono, os oceanos nos fornecem diversos recursos, sejam eles biotecnoldgico,
econdmicos ou culturais. Uma ideia mais simples de ecossistema consiste na
interacdo dos organismos com fatores bidticos e abidticos. Estas interacdes podem
definir padrdes importantes como de distribuicdo, de comportamento, de
reproducao, de alimentacdo e evolutivos (Davenport & Davenport, 2005; Rawlings,
1999; Rilov et al., 2005).

Dentre os ecossistemas marinhos estdo os costdes rochosos, 0s quais sao
ambientes dindmicos, onde fatores oceanograficos como temperatura, salinidade e
exposicdo as ondas variam diariamente com o ciclo das marés (Menge & Farrell,
1989). Essa variacdo € afetada pela geomorfologia do local, podendo ser
classificados como expostos, abrigados ou intermediarios (Flores et al., 2019;
Ribeiro et al.,, 2019; Scrosati & Freeman, 2019). O grau de exposicao
simultaneamente com o dinamismo ambiental causa um padrdo peculiar em costdes
rochosos, a zonagao, onde os organismos se distribuem em gradientes de acordo
com seus habitos alimentares e comportamentais, adaptacdes e necessidades
(Southward, 1958, McQuaid et al., 2000, Tomanek & Helmuth 2002). Diferengas no
grau de exposicdo podem determinar também quais espécies habitam ali, sua
abundancia, como elas se relacionam entre si (Bertness et al., 2006, Nielsen et al.,
2016). Além desses aspectos, o grau de exposicdo influencia a capacidade de
armazenar biomassa; Bustamante (1997) demonstrou que em costdes rochosos
expostos a maior parte da biomassa se encontra concentrada no meso e no
infralitoral, enquanto em costbes rochosos abrigados, ela se concentra no

infralitoral.

A concentracdo de nutrientes, assim como 0 grau de exposi¢ao as ondas e a
circulacdo da agua influenciam na estrutura de comunidades, servindo como fonte

de energia para os produtores primarios (Bustamante & Branch, 1996). A



concentragcdo de Clorofila-a esta4 relacionada com taxas de crescimento dos
organismos e com as interacdes tréficas, uma vez que quanto mais fitoplancton,
mais alimento para os filtradores da cadeia trofica (Menge et al., 1997). A
concentracdo de Clorofila-a estd inversamente relacionada com a temperatura
superficial da agua e positivamente relacionada com a velocidade dos ventos e
tamanho das ondas (Kotta and Kitsiou, 2019). A concentracdo de Clorofila-a esta
relacionada também com o fenbmeno de ressurgéncia costeira, onde a acdo de
correntes marinhas e ventos as massas de agua superficiais sdo substituidas por
massa com maior concentragdo de nutrientes, possibilitando o crescimento de
fitoplancton (Ishizaka et al., 1983; Lehmann et al., 2001). Este fendmeno pode estar
relacionado com fendmenos atmosféricos como o El Nifio (Uloa et al., 2011). No
Brasil, a ressurgéncia ocorre na regido de Cabo Frio (RJ) (Valentin et al., 1987;
Valentin, 2001). A quantidade de fitoplancton opera um controle nas comunidades
consumidoras em costdes rochosos, onde sdo capazes de controlar, associados
com a exposicado as ondas, a biomassa de organismos filtradores (Bustamante et
al., 1995; Menge et al., 1997).

Além de interagirem com o ambiente em que estdo inseridas, diferentes
espécies interagem entre si e realizam a regulacdo da dindmica da comunidade de
um costao rochoso. O controle desse pode ser top-down, por pressao de espécies
predadoras, ou bottom-up, pela quantidade de nutrientes, onde os produtores
primarios controlam as populacdes dos consumidores (Bulleri et al., 2016). A
presenca de determinadas espécies pode ainda causar efeitos tanto nas outras
espécies, como no préprio ambiente (McLaren & Peterson, 1994). O equilibrio de
um ecossistema pode ser mantido através da predacdo, da competicdo ou
simplesmente da presenca de uma espécie-chave no ambiente. A remocao de uma
ou mais podem resultar no dominio de uma espécie séssil no substrato, aumento da
populacdo de predadores e a sensibilizacdo de espécies predadas, ou seja, estas

correm o risco de serem extintas (Mills et al., 1993; Navarrete & Menge, 1996).

Uma espécie-chave facilmente encontrada nos costbes rochosos da costa
brasileira € a Stramonita brasiliensis (Claremont et al., 2011), uma espécie carnivora

de gastropode que se alimenta de cracas, mexilndes e poliquetas (Dayton, 1971,



Hunt & Scheibling, 1998, Watanabe & Young, 2006). Stramonita apresenta 0 mesmo
papel funcional do que gastrépodes do género Nucella no hemisfério norte, e podem
ser encontrado na zona entremarés em locais abrigados ou expostos, porém sao
mais abundantes e ativos em locais protegidos das ondas (Burrows & Hughes 1990,
Duarte & Guerrazzi, 2004; Hughes & Dunkin, 1984; Menge, 1978). Outro fator que
afeta tanto a atividade de forrageamento quanto o tamanho desses organismos, € a
espécie de suas presas que se encontram em maior abundancia. Burrows & Hughes
(1990) demonstraram que mesmo em locais mais expostos, 0S organismos se
alimentaram e cresceram quando a comunidade de mexilhdes era dominante. Para
gastropodes carnivoros, o tamanho do corpo e da concha sdo muito importantes na
capacidade de forrageamento, pois apresentam relacdo com a quantidade de
alimento e espécies das presas consumidas (Brown, 1997; Burrows and Hughes,
1990).

Esses gastropodes possuem 6rgdos sensoriais que permitem que detectem
sinais quimicos na agua para forragear (Hughes, 1986), uma vez que 0s sinais
foram detectados, esses organismos conseguem predar mesmo que suas presas
deixem de emitir tracos quimicos na agua (Byron & Smee, 2012). Através da
predacédo, a S. brasiliensis ajuda a manter o balan¢co na populacdo de suas presas,
e pode ainda competir com outras espécies consumidoras como outros gastropodes
e estrelas-do-mar (Hughes & Dunkin, 1984; Watanabe & Young, 2006). A
Stramonita brasiliensis pode ainda atuar como agentes controles de bioinvasoes,
tendo preferéncia por consumir as espécies invasoras caso estas tenham maior

valor energético (Giacoletti et al., 2016).

Além de seu papel ecolégico, gastropodes marinhos sdo usados para
consumo humano, podendo ser cultivados ou coletados na natureza, apesar de néo
ser comum no Brasil, h& registros de consumo dessa espécie na Baixada Santista
(Munhoz et al., 2018), porém é mais comum em locais como Fiji e na india (Ab Lah
et al., 2017; Cavalcante-Braga et al,, 2006). Esses organismos sao ricas fontes de
elementos essenciais tais como zinco, ferro e selénio, aminoacidos essenciais,

lipidios e vitaminas (Panayotova et al., 2019; Tang et al., 2016).

Estressores ambientais como exposicdo as ondas e dessecacdo sdo as



principais causas de morte de organismos em costdes rochosos (Leigh et al., 1987;
McQuaid & Branch, 1985). Estes fatores podem também causar mudancas
fisiologicas nos organismos, por exemplo, estudos indicam que 0s organismos
desenvolvem diferentes mecanismos quando estdo submersos; seu metabolismo
muda, assim como sua frequéncia cardiaca, temperatura corporal e expressao
génica (Bjelde & Todgham, 2013; Dong & Williams, 2011; Tomanek & Sanford,
2003).

Proteinas participam de diversos processos de regulacdo ao estresse
ambiental, seja ele térmico, osmdético, anaerobico e fisico (Tomanek, 2010), e
possuem diversas funcBes nos organismos. Entre elas, temos as proteases, que
chegam a compor um total de 2% dentre as enzimas de um organismo e participam
de processos relacionados ao crescimento e a sobrevivéncia de todos os seres
vivos, por exemplo apoptose, processos digestivos, de defesa do sistema
imunoldgico e coagulacdo sanguinea (Barrett & Rawlings, 2005; Klomklao, 2008).
As proteases podem ser caracterizadas de acordo com seu mecanismo catalitico,
onde séao divididas em classes, sendo essas as serinoproteases, cisteinoproteases,
aspartilproteases, metaloproteases, glutamilproteases, asparaginoproteases,
treoninoproteases e as proteases de sitio catalitico misto ou desconhecido

(Rawlings and Bateman, 2019).

As proteases de organismos marinhos possuem propriedades Unicas, devido
as adaptacbes de ambientes de condi¢des adversas (Bakus et al., 1986), incluindo
maior eficiéncia catalitica em baixa temperatura, estabilidade térmica e atividade
sob condicbes severas, tais como temperaturas acima de 50°C, pH elevado,
presenca de surfactantes, agentes oxidantes e metais pesados (Costa et al., 2013;
Diaz-Lopez & Garcia-Carrefio 2000; Gildberg et al, 2000; Joo et al., 2001; Klomklao
et al., 2005; Klomklao et al., 2006; Shamsuzzman & Haard 1985). Em gastropodes
marinhos, como a S. brasiliensis, proteases podem ser encontradas principalmente
nas gonadas e nos musculos, onde participam de processos relacionados a
reproducdo e inanicdo alimentar (Homaei et al., 2016; Martin et al., 2011). As
proteases estao associadas ao fortalecimento do sistema imunoldgico de camarfes

(Javahery et al., 2019; Liu et al., 2009); com a recuperacdo dos orgaos quando



peixes sdo expostos a baixas temperaturas (Sanchez-Nufio et al., 2019); a protecao
mitocondrial contra mudancas rapidas no ambiente marinho, permitindo a realizacao
de processos importantes em suas mitocéndrias, mesmo sob condi¢cdes de estresse
(Sokolova, 2018).

Além disso, as proteases constituem também um valioso recurso
biotecnolégico, representando quase 50% de todas as enzimas utilizadas na
indastria, sendo aplicadas em diversos processos relacionados a induastria
alimenticia, processos de limpeza, fabricacdo de detergentes e na industria téxtil
(Arunachalam & Saritha, 2009; Klomklao, 2008; Sumantha et al., 2006; Tavano,
2013; Turk, 2006). O Brasil possui uma extensa costa que conta com uma grande
diversidade, esta constitui um grande valor ecolégico e biotecnolégico na
prospeccdo de novos processos e produtos. Os organismos marinhos vém se
tornando uma fonte atrativa de biomoléculas devida a imensa diversidade
guimicobiolégica que apresentam. Dentro desse contexto, muitos produtos naturais
derivados desses organismos ja foram descritos, entre eles proteases e seus
inibidores. Pouco é conhecido sobre o papel fisiologico que essas proteinas
desempenham em organismos marinhos, mas muitas aplicacées biotecnoldgicas
para as proteases e seus inibidores tém sido descritas. Com isso, desde 2012
estamos trabalhando em uma linha de pesquisa de bioprospeccédo de organismos
marinhos na UNIFESP campus Baixada Santista, onde temos extraido inibidores de
serinoproteases e cisteinoproteases de algas e invertebrados marinhos. Nesses
projetos, foram avaliadas diversas espécies de organismos marinhos e a presenca
desses inibidores foi mais pronunciada em espécies que apresentam plasticidade
ecoldgica em relacdo aos parametros ambientais como dessecacdo, quantidade de
alimento disponivel, competicdo e predacdo (Gambarini, 2015). Sabendo da
importancia dos ecossistemas marinhos e dos impactos que o despejo de esgoto
sem tratamento pode causar, em 2015 iniciou-se um outro projeto para fazer uma
avaliacdo ecoldgica mais completa de areas com e sem impacto antropico. Nesse
trabalho, fizemos um estudo comparativo entre praias impactadas e nédo impactadas
da costa sudeste brasileira, onde foi avaliada a diferenca da atividade das proteases
e de seus inibidores em dois gastrépodes do entremarés rochoso, a Stramonita

brasiliensis e a Littorina flava, um organismo pastador de costbes rochosos
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(Boulding & Van Alstyne, 1993). Os resultados demonstraram que ndo ha relagao
entre a atividade de proteases e seus inibidores nas areas impactadas, refutando
nossa hipoétese inicial de que ambientes mais impactados teriam proteases e
inibidores de proteases mais ativos (Gesini, 2016). Embora nossa hipétese inicial
tenha sido refutada, foi observada a presenca e atividade de um inibidor de
serinoproteases em L. flava e de uma metaloprotease em S. brasiliensis em todas
as praias analisadas, com um padrdo espacial visivel nos costdes rochosos

analisados.

Assim, neste estudo buscamos integrar as areas de bioquimica, oceanografia
e ecologia para entender o papel de fatores oceanograficos, como exposicdo as
ondas, temperatura superficial da dgua e produtividade priméaria na expresséo de
proteinas e na atividade de proteases no gastropode marinho Stramonita
brasiliensis. Este estudo constitui em mais um passo no entendimento de como a
atividade de proteinas pode ser alterada devido as influéncias ambientais nos
aspectos ecoldgicos dos organismos e também abre perspectivas para diversos

estudos biotecnologicos.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avancar no conhecimento de proteinas presentes no gastrépode Stramonita
brasiliensis da costa sudeste brasileira e como essas se relacionam com fatores
oceanogréficos, analisando as relacfes das variaveis ambientais com a expressao

de proteinas e a atividade de proteases nesse gastropode.

2.2. Objetivos especificos

-Avaliar a expressdo de proteinas e a atividade de proteases na Stramonita

brasiliensis;

-Verificar o efeito da exposicdo as ondas, produtividade priméria e temperatura

superficial da agua com a expresséo de proteinas e a atividade de proteases.



3. Materiais e Métodos

Este trabalho consistiu em trés estagios, onde primeiro foram avaliados
parametros oceanograficos (Temperatura superficial da agua, produtividade primaria
e grau de exposicdo as ondas) para 62 costdes rochosos do litoral sul de S&o Paulo
ao litoral norte do Rio de Janeiro, no periodo entre 2014 e 2015. O segundo estagio
compreende o de amostragem do organismo avaliado (Stramonita brasiliensis) nos
mesmos costdes rochosos. O terceiro, foram as analises bioquimicas, realizadas em
organismos de 13 costbes rochosos, onde foi verificada a expressao total de

proteinas e a atividade de proteases.

3.1. Coleta de parametros ambientais

Quanto as modelagens dos dados ambientais, foram utilizadas imagens via
satélites disponibilizadas pelo banco de dados NASA Ocean Biology Processing

Group  (https://oceancolor.gsfc.nasa.gov). Considerando que os fatores

oceanogréficos influenciam os parametros biolégicos continuamente, consideramos
o0 periodo de um ano anterior a data da coleta em cada costdo rochoso para a
obtencdo da imagem, ou seja, para uma determinada area em que a coleta ocorreu
em abril/2015, foram consideradas imagens de abril/2014 a margo/2015. Estas
analises foram realizadas pelo Doutorando André Pardal-Souza (FAPESP
2015/26859-3) correspondendo a uma base de dados comum para 0s projetos sob
responsabilidade do orientador e maximizando os investimentos para obtencao e
analises dos dados, os quais foram interpretados e cientificamente utilizados neste

trabalho.

Temperatura superficial média e produtividade priméria da dgua do mar

Neste trabalho, a produtividade primaria foi considerada como a
concentragdo média de clorofila-a na superficie do mar. Considerando-se que a
influéncia da Temperatura Superficial Média da Agua (TSM) e da produc&o primaria

costeira sobre as comunidades bentdnicas €, geralmente, resultado de processos


https://oceancolor.gsfc.nasa.gov/

gue ocorrem em grandes escalas temporais, ndo ha interesse, neste momento, na
variacdo temporal em escalas pequenas. Data Modis foi extraido pelo software
SeaDas (versao 7.4), no qual um pixel central disposto em uma janela (5x5 para
produtividade primaria e também em 9x9 para TSM) representa cada costdo
rochoso analisado. Assim, uma imagem composta foi usada para calcular cada
variavel que mescla todas as imagens compostas mensais de um ano.
Considerando a colinearidade entre a produtividade primaria e a TSM, os dados de
TSM foram categorizados para as analises, sendo considerados mais quentes (=
25°C) ou mais frios (< 25°C).

Exposicdo as ondas

O grau de exposicado as ondas dos costdes rochosos foi determinado com
base no modelo de Burrows et al. (2008). Esse método consiste na utilizacdo de um
software GIS (Geographic Information System) com as imagens de satélite, no qual
sdo aplicados vetores a datasets de mapas gradeados de cada praia, contendo a
parte terrestre até o alcance maximo das ondas formadas por ventos (alcance
maximo). Para calcular o indice de exposi¢do as ondas de cada célula do mapa, foi
necessario calcular primeiro a média do wave fetch (efeito dos ventos na formacao
de ondas), e também a energia eodlica, a qual foi encontrada pelo tempo
proporcional em que o vento atuou em determinado setor, multiplicado pelo
guadrado da média da velocidade do vento naquele setor. Por fim, o grau de
exposicao foi encontrado a partir do produto entre do wave fetch pela energia edlica
para cada setor (mais detalhes em Burrows et al., 2008). Neste trabalho os dados
de costdes rochosos foram transformados em logaritmos, onde foram considerados

costdes expostos (= 4), intermediarios (entre 3.5 e 3.7) e abrigados (< 3).

3.2. Coleta de organismos

As amostragens deste projeto estdo vinculadas a outros estudos em

andamento sobre os aspectos ecologicos de organismos de costdes rochosos e sua
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relacdo com os fatores oceanograficos pelo grupo de pesquisa do orientador (AP
FAPESP 2016/24551-4; DR FAPESP 2015/26859-3). Nesses estudos, 62 costbes
rochosos do norte do Rio de Janeiro até o sul de S&o Paulo foram amostrados
aleatoriamente. As amostragens foram realizadas na zona entremarés, durante
periodos de maré baixa. Os costbes rochosos sdo separados por, pelo menos, uma
praia arenosa e por 1 Km de distancia, para garantir a independéncia entre eles.
Estas amostragens foram realizadas de abril a setembro de 2015, levando-se em
conta os efeitos da sazonalidade nos organismos, assim foram feitas coletas em
ordem interespacial e misturada de maneira que a diferenca temporal fosse
minimizada para os 62 costdes rochosos. Durante as coletas verificou-se a auséncia
de capsulas reprodutivas de S. brasiliensis, o que indica que diferencas fisiologicas
por conta de reproducdo néo interferiram nos resultados. Em cada costédo rochoso,
individuos de S. brasiliensis foram coletados em maré baixa, aleatoriamente no
entremareés, independente do tamanho e foram armazenados em gelo durante o
transporte e eutanaziados por choque térmico. Por fim os organismos foram

congelados em freezers até o momento das analises bioquimicas.

3.3. Preparacéo de extratos aquosos

Os 62 costdes coletados foram avaliados quanto a quantidade de organismos
de Stramonita brasiliensis disponiveis, tamanho da concha e a massa Umida dos
organismos. Assim, considerando-se a experiéncia prévia da biomassa necessaria
para extracdo de proteinas (Gesini, 2016) foram selecionados organismos de 13
costdes cuja preparacdo de extratos aquosos era viavel (Figura 1). A medida do
comprimento da concha (canal sifonal-vértice) foi determinada através de um
paquimetro analégico 0-150 mm e a das massas Uumidas com e sem a concha em

uma balanca de alta preciséo.

Para esta etapa foi determinado um intervalo entre 0,8 a 1,2 g de massa
Umida de organismo sem a concha, para que 0S o0rganismos possuissem
maturidades semelhantes, dado que organismos adultos tendem a apresentar maior
massa. Para cada um dos costdes foram selecionados 5 individuos de Stramonita
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brasiliensis, denominados de réplicas. Estas foram fatiadas, e em um
homogeneizador de tecidos foram homogeneizadas individualmente em &gua
destilada em propor¢do 1:2 (massa:volume). Os homogenatos resultante foram
centrifugados a 10.000xg por 20 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes foram

nomeados extratos.

é
50 0 50 100 km
I

Figura 1. Distribuicdo dos locais amostrados do litoral sul de Sdo Paulo ao litoral
norte do Rio de Janeiro.
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3.4. Determinacado da quantidade de proteina presente nos extratos

Baseando-se no método de Bradford (1976), para a quantificacdo de
proteinas totais das amostras, foi utilizado o reagente BioRad Protein Assay (Bio-
Rad Laboratories, CA, EUA), segundo as instru¢cdes do fabricante. Este ensaio foi
feito em microplaca, onde triplicatas das réplicas (10 pL) de cada costdo rochoso
foram incubadas com 200 pL do reagente diluido em agua ultra pura (1:4) em
temperatura ambiente por 20 minutos; logo apos foi lida a absorbancia em 595 nm.
Foi usada como padrdo (12,5 pg/mL a 500 pg/mL) albumina de soro bovino (BSA,
em inglés Bovine Serum Albumin). Apos a determinacéo, foi feita uma relacé@o entre
a quantidade de proteinas totais presentes nos extratos (mg) com a quantidade de
massa total dos organismos (g). Essa razdo foi denominada de expressédo de
proteinas. Além disso, baseado nos dados anteriores de expressdo de proteinas,
também foi calculado o teor proteico dos organismos, dado em g de proteina/100 g
de organismo ou g%.

Para verificar se houve degradacdo de proteinas ao longo do tempo de
congelamento, comparou-se a quantidade de proteinas em organismos coletados
em 2016 com extratos preparados no mesmo ano (Gesini, 2016), com organismos
coletados em 2016 e congelados até 2019. A metodologia usada foi a mesma

descrita acima e nao houve diferenca estatistica entre as amostras (Anexo A)

3.5. Avaliacdo da presenca e atividade de proteases

A presenca das proteases nos extratos foi verificada pela capacidade dos
extratos hidrolisarem os substratos fluorogénicos Z-FR-AMC (Merck, Darmstadt,
Alemanha), um substrato geral para proteases, e Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp
(sintetizado e cedido pelo Departamento de Biofisica, UNIFESP, campus Sao
Paulo), que se trata de um substrato mais especifico para metaloproteases

presentes em Stramonita brasiliensis (Gesini, 2016).

Para o substrato Z-FR-AMC, as réplicas foram analisadas em duplicatas
(contendo 10 e 20 pg de proteina) e foram pré-aquecidas em tampao Tris 50 mM,

NaCl 30 mM, pH 8,0, durante 2 minutos a 37 °C. Apés esse periodo de incubacéo,

12



adicionou-se o substrato (em concentracéo de 20 pM), atingindo um volume final de
200 pL. A atividade enzimatica foi avaliada na hidrélise do substrato, medindo-se a
fluorescéncia a Aexc=380 nm e Aem=460 nm, durante 20 minutos a 37 °C, em uma
leitora de placas. Apos a medida da velocidade da reacdo (UAF/min), foi calculada a
atividade enzimatica especifica (AEE), definida como UAF/min por micrograma de
proteina. Cada costao rochoso corresponde ao valor da média *+ desvio padréao de
pelo menos 20 valores de AEE para o substrato Z-FR-AMC.

Devido a limitagdo da quantidade de inibidores foi selecionado apenas um
costdo rochoso para a determinacdo das classes de proteases presentes nos
extratos. As réplicas do costdo de Iporanga (contendo 20 pg de proteina) foram
escolhidas por apresentarem alta atividade enzimatica e pouca variagdo entre a
atividade enzimética das réplicas. Elas foram pré-incubadas com os inibidores
classicos (Tabela 1) em tampao Tris 50 mM, NaCl 30 mM, pH 8,0, durante 10 min a
37°C. Apbs esse periodo, foi adicionado o substrato Z-FR-AMC (20 uM), atingindo-
se um volume final de 200 pL. A atividade enzimética foi avaliada na hidrolise do
substrato fluorogénico, medindo-se a fluorescéncia a Aexc=380 nm e Aem=460 nm,
durante 10 min a 37 °C, em leitora de placas (Hitachi F-7000, Tokio, Jap&o).

A inibic&do das proteases foi medida por sua atividade residual e expressa em
relacdo a velocidade de hidrdlise do substrato na auséncia do inibidor (100%). A

porcentagem de atividade inibitéria foi calculada pela férmula:
% Atividade Inibitoria = 100 - % Atividade Residual

O substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp, por sua vez seguiu um processo
semelhante ao anterior. As réplicas (contendo 10 e 20 ug de proteina) foram pré-
aquecidas em tampéao Tris 50 mM, NaCl 30 mM, pH 8,0, durante 2 min a 37°C. Ap0s
esse periodo, foi adicionado o0 substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp (em
concentracdo de 20 pM), atingindo-se um volume final de 200 pL. A atividade
enzimatica foi avaliada na hidrélise do substrato fluorogénico, medindo-se a
fluorescéncia a Aexc=320 nm e Aem=420 nm, durante 10 min a 37 °C, em leitora de
placas (Hitachi F-7000, Tokio, Japao). Apés a medida da velocidade da reacao
(UAF/min), foi calculada a atividade enzimatica especifica (AEE), definida como
UAF/min por micrograma de proteina. Cada costdo rochoso corresponde ao valor da
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média + desvio padrdo de pelo menos 20 valores de AEE para o substrato Abz-
GFSPFRSSRQ-EDDnp.

Tabela 1. Inibidores de proteases utilizados e suas respectivas classes

inibidas
Inibidor de protease Classe inibida Concentragao
final
Aprotinina Serinoprotease 0,3 uM
Acido etileno diamino
tetracético (EDTA) Metaloprotease 4 mM
Lisinopril Metaloexoprotease 10 uM
Pepstatina-A Aspartilprotease 10 pg/ml
L-
transepoxisuccinilleucilamido-  cisteinoprotease 5 uM

[4-guanidino]butano (E64)

3.6. Andlise estatistica

A selecdo do melhor modelo preditivo indicando o efeito das diferentes
variaveis ambientais na concentracdo das proteinas/enzimas envolveu diversos
passos (Zuur et al.,, 2009). Modelos candidatos foram ajustados através de
‘generalised least squares’ (R software, pacote ‘nime’) (método: maximum
likelihood). Quando necessario, variaveis reposta foram transformadas com o intuito
de melhorar a distribuicdo dos dados. Os modelos incluiram a interagdo de segunda
ordem (Chla*exp*tsm), todas as interacOes de primeira ordem e efeitos individuais
de cada preditor. O modelo com menor AICc (Akaike Criterion Information corrigido
pelo tamanho amostral) foi selecionado. Durante o processo de validagdo dos

modelos (visualizacdo de gréaficos dos valores ajustados pelos residuos, residuos
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vs. cada preditor e qgplot) foi confirmada a existéncia de padrées nos residuos,
indicando variancia desigual. Portanto, esse primeiro melhor modelo foi comparado
com modelos que explicitamente levam em consideracdo heterocedasticidade
associada aos fatores em teste. Modelos sem e com diferentes estruturas de
variancia foram ajustados através de REML (restricted maximum likelihood) e
comparados através de valores AICc e testes LR (likelihood test). Modelos com
menor AICc e que estatisticamente diferentes (p < 0.05) foram selecionados. Em
todos os casos a inclusdo de estrutura de variancia melhorou os modelos. Valores
preditos pelos modelos foram obtidos através do pacote ‘ggeffect’. Graficos para
visualizagéo dos resultados foram feitos nos pacotes ‘ggplot’ ou ‘lattice’. No caso de
dados extremos para atividade enzimatica de proteases, optou-se por usar os dados
gue apresentaram resultados em um mesmo nivel, para verificar qual seria a
resposta, assim para o substrato Z-FR-AMC, decidimos refazer a analise com
apenas 11 costdes rochosos.

15



4. Resultados

4.1. Avaliacado de parametros ambientais

No litoral de Sdo Paulo, a temperatura média da agua do mar variou entre
24,5 °C e 26 °C, enquanto para a costa do Rio de Janeiro, ha um decréscimo para
23 °C até a regido dos lagos (Figura 2, Tabela 2). Para clorofila-a (Chl-a), houve um
gradiente decrescente na costa de S&o Paulo, no sentido sul-norte. Para o Rio de
Janeiro, ndo ha padréo linear, ttm-se um pico na regido da baia de Guanabara,
seguido por um decaimento até a regido dos Lagos (Figura 3, Tabela 2). Para
exposicdo as ondas ndo houve uma variagdo latitudinal, sendo que o indice de

exposicao variou dentro de cada localidade (Tabela 2).
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Figura 2. Temperatura superficial média de aguas préoximas a costa.
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Figura 3. Concentracdo de clorofila-a na superficie da agua ao longo da costa
sudeste brasileira.

17



Foram obtidos valores numéricos para as trés variaveis ambientais
consideradas neste trabalho: grau de exposicdo as ondas, produtividade primaria
(Chl-a) e temperatura superficial média das aguas (TSM) para os 13 costbes

amostrados (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores apresentados como média + desvio padrdo para os fatores

oceanograficos exposicdo as ondas, clorofila-a (Chl-a) e temperatura

superficial média da agua (TSM) para os 13 costdes rochosos amostrados

neste trabalho.

Costao Regido Exposicéo as Chl-a_3 TSM (°C)
rochoso ondas (mg/m™)
Guaruja - 8821,44 +
Pernambuco Sp 2598.87 488+420 25,67 *2,95 Quente
Guaruja - 11154,05 +
Iporanga Sp 226201 4,89 +4,24 25,35+ 2,56 Quente
Guaruja - 10348,84 +
Branca Sp 129963 530506 25,56+ 2,61 Quente
Toque Toque Sdo 5332,51 +
que Toque  gophastizo N 434+286 26,00+291 Quente
Pequeno _sp 1376,08
, Ubatuba - 2880,08 +
Itagua sp 146101 456 +4,38 26,00 + 3,11 Quente
. Paraty -
Coqueiros RJ 5467,97 +508,22 6,35+ 13,67 25,79+2,84 Quente
Arraial do
Ponta da 8823,00 + .
Cabeca CT_\?JO - 2552.63 2,68 £+ 3,65 23,78 £ 2,27 Frio
Arraial do
Prainha Cabo - 2861,73 % 161+147 2288+1,73  Frio
1422,51
RJ
Arraial do
Atalaia Cabo - 2467,27 £ 785,85 2,67 = 3,61 21,07 Frio
RJ
Arraial do
Forno Cabo - 2434,59 # 2,21 +£2,98 22,95+ 2,01 Frio
1186,60
RJ
Cabo Frio 9191,49 + .
Conchas “RJ 1907.48 297 +4,42 22,56+ 1,46 Frio
. Buzios - 8374,11 + .
Geriba RJ 2206.97 2,42 + 1,30 22,68 + 1,64 Frio
: Buzios - 9083,80 + :
Ferradurinha RJ 1804.45 234+1,32 2296+1,74 Frio
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4.2. Avaliagcdo dos organismos

Os organismos apresentaram variagdo de biomassa de 0,86 a 1,16 ¢
(diferenca de 1,4 vezes). Apesar de o intervalo escolhido variar em 0,4 g, as massas
com as conchas variaram de 3,35 a 6,75 g (diferenca de 2 vezes), e os tamanhos
médios dos organismos escolhidos variaram de 25,58 a 30,10 mm (1,2 vezes)
(Tabela 3). Isso mostra que para esses organismos ndo houve uma relacéo direta
entre o tamanho e/ou a massa com a concha com a massa sem a concha. Como
exemplo, temos o0s organismos coletados no costdo de Atalaia, com a maior média
de massa com a concha e a segunda maior média de tamanho, mas que néo foi o
mais pesado sem a concha. Ou ainda os organismos coletados no costdo da Praia
de Ponta da Cabeca, que apresentaram a menor média do tamanho da concha,

porém sem a concha apresentaram a maior massa.

20



Tabela 3. Valores (média + desvio padrédo) para o tamanho, massa dos

organismos com a concha, massa dos organismos sem a concha e volume

dos extratos das 5 réplicas dos extratos aquosos de Stramonita brasiliensis.

Massa
Massa Volume do

. Tamanho com a

Costao rochoso sem a extrato
(mm) concha ‘
concha (g (ml)
9)
Pernambuco 28,06+1,86 6,21+066 103+0714 2,07 +0,29
Iporanga 28,32+1,72 512+035 0,86+0,06 1,73+0,13
Branca 2664+105 480+029 101+014 202+0,28
Toque-Toque
2766+1,20 473+086 0,83+017 1,67+0,35
Pequeno

ltagua 2558+ 0,43 449+059 098+015 1,97 +0,30
Coqueiros 26,28+254 472+038 0,99+0719 1,98+ 0,38
Ponta da Cabeca 2526+0,67 335+042 116+0,11 2,32+0,21
Prainha 2630+210 395+1,18 099+018 1,98+ 0,35
Atalaia 30,04+085 675+0,82 106+015 212+0,31
Praia do Forno 30,10+2,20 590+1,40 1,07+0,14 0,98+ 0,20
Praia das Conchas 2936+1,16 4,76+0,65 1,08+0,15 2,14+0,31
Geriba 30,04+2,08 559+124 104+015 2,08+0,30
Ferradurinha 2750+1,24 3,85+103 1,08+0,09 2,16+0,18

21



4.3. Determinacado da expresséao de proteinas

A expressao de proteinas variou até 13 vezes entre 0s organismos dos
costdes rochosos. A variagdo foi menor entre os organismos coletados em Sao
Paulo (2,8 vezes) do que entre os organismos coletados no Rio de Janeiro (10
vezes). A maior expressao de proteinas foi encontrada nos organismos do costéo
rochoso de Itagua (57,51 + 19,83 mg de proteina/g de organismo) no litoral norte de
Sao Paulo. Por sua vez, os organismos do costdo rochoso com menor expresséo de
proteinas foi o de Prainha em Arraial do Cabo, Rio de Janeiro (4,31 + 4,11 mg de
proteina/g de organismo). O teor proteico nos organismos variou entre 0,4-5,8 g/100
g (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores (média * desvio padrdo) para a expressao de proteinas e o

teor de proteinas (g/100 g ou %) nos extratos de Stramonita brasiliensis .

Expressdao de Teor médio
Costéo rochoso Regido (mgrg:g}{gﬁ]s alg d(z /piroc:)t(;ir;%s
organismo) %)
Pernambuco Guaruja -SP 39,20 + 2,71 39+0,3
Iporanga Guaruja -SP 20,41 £ 4,9 20+0,5
Branca Guaruja -SP 38,74 + 6,24 39+06
Toque-Toque

Pequeno Séo Sebastido - SP 27,94 + 8,97 28+0,9
Itagua Ubatuba - SP 57,51 + 19,82 58+20
Coqueiros Paraty - RJ 13,82 + 7,87 1,4+0,8
Ponta da Cabeca Arraial do Cabo - RJ 574 + 7,37 06+0,7
Prainha Arraial do Cabo - RJ 431+ 4,11 0,4+04
Atalaia Arraial do Cabo - RJ 44,56 + 19,42 45+1,9
Forno Arraial do Cabo - RJ 42,42 +2.42 42+0,2
Conchas Cabo Frio - RJ 36,44 + 2,31 36+0,2
Geriba Buzios - RJ 23,13 + 18,85 2,3+1,9
Ferradurinha Buzios - RJ 41,96 + 1,04 42+0,1
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4.4, Avaliacdo da presenca e atividade de proteases nos extratos

Para o substrato Z-FR-AMC, todos os organismos dos costbes avaliados
hidrolisaram esse substrato com atividade enzimatica especifica (AEE) variando de
uma média de 0,415 a 60,257 (UAF/min)/ug, respectivamente nos costdes de Itagua
e de Prainha, uma diferenca de quase 150 vezes (Figura 4A). Dos 13 costdes
rochosos analisados, 11 tiveram atividade enzimética abaixo de 2 (UAF/min)/ug ,
enquanto outros 2 costdes rochosos atividades acima de 35 (UAF/min)/ug. Como o
Z-FR-AMC é um substrato geral para proteases, inibidores classicos foram usados
para determinar quais classes de proteases estavam envolvidas na sua hidrolise. As
maiores atividades inibitérias foram observadas para Aprotinina e EDTA, indicando
principalmente a presenca de serinoproteases seguida de metaloproteases, mas
nao foi descartada a presenca de aspartilproteases e cisteinoproteases também

hidrolisando esse substrato (Figura 5).

O substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp € um substrato mais especifico para
as metaloproteases presentes em Stramonita brasiliensis (Gesini, 2016). Todos os
organismos dos costdes avaliados hidrolisaram esse substrato com uma diferenga
de até 6,1 vezes entre 0s costbes. As maiores médias de atividades foram
observadas em Prainha — 1,330 (UAF/min)/ug, Ponta Cabeca — 0,950 (UAF/min)/ug,
Geriba 0,949 (UAF/min)/ug e Coqueiros - 0,831 (UAF/min)/ug, e a menor média de
atividade também foi no costéo de Itagua 0,217 (UAF/min)/ug (Figura 4B).
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A) Substrato Z-FR-AMC B) Substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp

AEE (UAF/min)/pg

Costdo rochoso

Costao rochoso

Figura 4. Atividade enzimética especifica (AEE) de proteases (média + desvio
padrédo) do substrato Z-FR-AMC (A) e do substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp

(B) nos 13 costdes amostrados.
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Figura 5. Determinacdo das classes de proteases envolvidas na hidrdlise do
substrato Z-FR-AMC (média = desvio padréao).
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4.5. Avaliacado da relacdo entre a expressao de proteinas e a atividade
de proteases

Houve uma correlacdo negativa entre a expressdo de proteinas nos
organismos e a atividade enzimatica, tanto para o substrato Z-FR-AMC (Figura 6A),
como para o0 substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp (Figura 6B), indicando que
guanto maior o conteudo proteico dos organismos, menor a atividade de proteases.
Com relacdo a comparacao entre a hidrolise dos dois substratos, foi verificada uma
correlacdo positiva entre a atividade para proteases em geral e para a atividade de

metaloproteases (Figura 6C).
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Figura 6. Correlacdo de Pearson entre a expressdao de proteinas e as
atividades enzimaticas. A) expressdo de proteinas (mgg) x Atividade enziméatica
sobre o substrato Z-FR-AMC (r= -0,73); B) expresséo de proteinas (mgg) x Atividade
enzimatica sobre o substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp (r=-0,75) e C) Atividade
enzimatica sobre Z-Phe-Arg-AMC x Atividade enzimética sobre Abz-GFSPFRSSRQ-
EDDnp (r=0,55)
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4.6. Avaliacdo darelacdo entre os fatores oceanogréficos e a
atividade de proteases

A expressdo de proteinas (mgg) foi influenciada pela interacdo entre
temperatura superficial do mar, concentragdo de Chl-a e grau de exposicdo as
ondas (Figura 7A e Tabela 5). Nos costbes rochosos com TSM quente, com 0
aumento das concentracfes de Chl-a, a expresséo de proteinas (mgg) aumenta em
costdes mais expostos e diminui em costdes abrigados e intermediarios. Por outro
lado, em costdes rochosos com TSM fria, com o aumento da temperatura a
expressdo de proteinas aumentou em todos 0s niveis de exposicdo as ondas.
Quando a TSM é quente, as maiores expressdes de proteinas sdo observadas em
costdes rochosos menos expostos as ondas e com menores concentracées de Chl-
a assim como em costbes rochosos mais expostos as ondas e com maiores
concentracfes de Chl-a. Por outro lado, as menores expressdes de proteinas sao
observadas em organismos de costdes rochosos quando valores de Chl-a e
exposicdo as ondas sdo de extremos opostos, ou seja, naqueles mais expostos as
ondas e com menores concentragdes de Chl-a ou naqueles menos expostos as
ondas e com maiores concentracdes de Chl-a. Quando a TSM é fria, o grau de
exposicdo as ondas esta inversamente relacionado com mgg enquanto a
produtividade primaria esta positivamente correlacionada, assim a maior expressao
de proteinas (mgg) é observada em organismos de costbes rochosos menos
expostos e com maiores concentragdes de Chl-a.

Para a atividade de proteases em geral, as variacdes foram mais evidentes
em costbes com temperaturas frias (Figura 7B, Tabela 5). Para o substrato Z-FR-
AMC, foi encontrada interacédo entre os fatores Chl-a, exposicdo as ondas e TSM
(p<0.0001) (Figura 7B). Nos costbes rochosos com TSM quente, a variagdo da
atividade enzimatica em relacdo a exposi¢do as ondas foi similar, enquanto quando
a TSM foi fria, os organismos apresentaram atividade de proteases muito maiores.
Além disso, temos um claro efeito na atividade enzimatica em funcédo da exposi¢cao
as ondas ao longo do aumento da concentragédo de Chl-a. Em costdes expostos a
atividade de proteases nos organismos aumentou com o0 aumento das

concentragbes de Chl-a, enquanto em costbes rochosos intermediarios e,
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principalmente, nos abrigados, houve uma forte queda da atividade enzimética. Em
areas com TSM fria, o 6timo da atividade de proteases foi encontrado em extremos
ambientais com baixas exposicdes e baixas concentracdes de Chl-a e em costdes

mais expostos com altas concentracdes de Chl-a.

Para a atividade enzimatica do substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp, nao
houve interacdo tripla entre todos os fatores, sendo que todas as interacfes duplas
entre os fatores ambientais explicaram a variabilidade dos dados. Com o aumento
de Chl-a, costbes rochosos das diferentes categorias de TSM apresentaram
respostas opostas, enquanto nos costbes rochosos frios a atividade de
metaloproteases dos organismos diminuiu, em areas quentes a atividade de
metaloproteases aumentou. Um padrdo similar entre areas de diferentes TSM foi
observado em relacdo ao aumento da exposicdo as ondas: uma diminuicdo da
atividade de metaloproteases dos organismos em &reas frias e um aumento em
areas quentes. Por fim, dentro das categorias de exposi¢cdo as ondas, houve uma
influéncia da produtividade primaria. Em areas abrigadas, a atividade enzimatica
aumentou com o aumento da Chl-a, enquanto um padréo oposto foi observado em
areas expostas. Para costfes rochosos intermediarios em relacdo a exposicao as
ondas, ndo houve variacdo em relacdo a produtividade primaria (Figura 7 e Tabela
5).
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Tabela 5. Sumario das intera¢ces obtidas pelo modelo GLM para os fatores
clorofila a (Chl-a), grau de exposicdo as ondas (Exp), temperatura superficial

média da agua (TSM) e a expresséo de proteinas (MGG), a atividade enziméatica
sobre o substrato Z-FR-AMC (ZFR) e a atividade no substrato Abz-
GFSPFRSSRQ-EDDnp (ABZ) nos 13 costdes amostrados

MGG ZFR ABZ
Valu
o SD t p Value SD t p Value SD t p
232. - 55 .
R2 -38.6 0.8686 115.1 6.1 18.7 ** -27.43 o
7 02 8 401
- 1.3
Chl-a 845 952 09 03783 416 2.3 *ox 6.35 4.66 **
17.7 6
B - 1.5
Exp 6.1 657 0.9256 293 1.7 o 7.05 4.56 **
0.1 16.8 4
toy 1209 27 ) 11,
. 5 : x 1333 96 3080 266 00100
Chl-a X 129 264 - 0.3 -
Exp : : 0.5 0.6251 10.5 0.6 15.8 ** -1.67 5 453 Kk
Chl-a X = 102. = 4.3 _
*%
TSM 3475 8 3.4 45.4 29 155 X -9.48 . G 0.0344
Exp X 827 32 -
. *% _
Chl-a X
- 1.2
TSMX 830 284 29 s 08 v 228 " 187 00666
Exp :
GL 65 graus de liberdade 64 graus de liberdade
** P<(0.0001
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proteinas (mgg), atividade enzimatica sobre o substrato Z-FR-AMC e com o
substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp nos 13 costdes amostrados.

Considerando que 11 dos costdes rochosos tiveram atividade enzimética
para Z-FR-AMC abaixo de 2 (UAF/min)/ug, enquanto 2 costdes rochosos tiveram
atividade acima de 35 (UAF/min)/ug, avaliamos um segundo modelo com a retirada
destes 2 com expressdes mais altas para entender a influéncia dos fatores

ambientais dentre aqueles de expressdo com mesma magnitude.

Com a retirada dos costdes rochosos da Ponta cabeca e Prainha, obteve-se
um modelo mais simples, onde apenas a TSM e o0 grau de exposicdo as ondas
explicam os dados. Para costdes mais quentes, a atividade de proteases sobre Z-
FR-AMC nos organismos aumentou com o aumento do grau de exposicéo e, para
0s costdes mais frios, a atividade de proteases nos organismos diminuiu com o

aumento do grau de exposicao (Figura 8 e Tabela 6).

Tabela 6. Suméario das interacGes obtidas pelo modelo GLM para os fatores
clorofila a (Chl-a), grau de exposicdo as ondas, temperatura superficial média
da agua (TSM) e a atividade enzimatica sobre o substrato Z-FR-AMC nos 11
costdes amostrados

Value SD t p
R2 2.0 0.6 3.09 0.0032
Log Exposicéo -0.6 0.1 -3.34 0.0016
TSM 5.1 1.0 -4.71 *
Exposicéo x
1.3 0.3 4.38 0.0001
TSM
**: P<0.0001
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Figura 8. InteragBes entre os fatores oceanograficos e a atividade enzimética sobre o

substrato Z-FR-AMC em 11 costdes amostrados.
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5. Discusséao

Nosso estudo demonstra uma forte relacdo entre fatores oceanogréficos e a
expressdo de proteinas em organismos do entremarés rochoso. A expressao
proteica e a atividade enzimatica de Stramonita brasiliensis foi influenciada pela
temperatura superficial do mar, a produtividade priméaria e a exposi¢do as ondas,
sendo este o primeiro estudo a correlacionar estas atividades bioquimicas e os
fatores oceanograficos. Desta forma, estes resultados abrem oportunidades para
uma série de avaliacbes neste contexto interdisciplinar. De forma geral, ao se
considerar o conhecimento sobre fatores oceanogréaficos e atividades metabdlicas,
outros estudos auxiliam a entender os processos aqui encontrados. Sabe-se que a
temperatura e o tamanho dos organismo interferem em seu metabolismo (Brown et
al., 2004), onde quanto maior a temperatura, maiores sao as taxas de metabolismo
(Gillooly et al., 2001). No entanto, Marshall & McQuaid (2010) propdem que
invertebrados de costdes rochosos reduzem suas taxas de metabolismo com o
aumento da temperatura. Assim, apesar de ndo demonstrarem nenhuma mudanca
de comportamento, os organismos possuem adaptacdes especificas para resolver
problemas relacionados a determinados tipos de estresse, especialmente ao
estresse térmico (Halpin et al., 2002; Han et al., 2017; Helmuth et al., 2008; Lim et
al., 2016; Prusina et al., 2014; Williams et al., 2008). Por sua vez concentracao de
Chl-a est& relacionada com taxas de crescimento dos organismos, uma vez que
guanto mais fitoplancton, mais alimento para os filtradores (Bustamante et al., 1995;
Menge et al, 1997) aumentando a entrada de energia na cadeia trofica, e

favorecendo os organismos carnivoros como a Stramonita sp.

Apesar de neste trabalho os individuos de Stramonita brasiliensis
apresentarem diferenga de 1,4 vezes na massa sem a concha, a expressédo de
proteinas dos organismos coletados variou até 13 vezes entre os costdes, indicando
gue diferentes fatores poderiam influenciar nessa variavel. O teor proteico variou
entre 0,4-5,8%, valores considerados mais baixos quando comparados a outros
estudos (16-18,5%) com Stramonita haemastoma (Munhoz et al., 2018) ou outros
gastropodes carnivoros marinhos (Ab Lah et al., 2017; Belisle and Stickle, 1978).
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O conteddo nutricional em organismos marinhos varia nao soé
individualmente, mas também por conta da situagcdo do meio em que ele se
encontra (Dawes et al., 1998). Aqui, avaliamos se a expressao de proteinas em

Stramonita brasiliensis estaria associada a fatores oceanograficos.

A expressao de proteinas foi maior em organismos de areas frias (TSM ~
22,7 °C) do que em areas mais quentes (TSM ~ 25,7 °C). Tate et al. (2017) testaram
Dicathais orbita, um outro gastropode marinho, em experimentos que mimetizaram o
aguecimento e acidificacdo do oceano. Em temperaturas de 25°C (muito préxima a
TSM para costdes considerados quentes neste trabalho), comparadas com
temperaturas de 22°C (muito préxima a TSM para costdes considerados frios neste
trabalho), os autores viram que a quantidade de proteinas diminuiu em torno de
54%, ja que ha uma diminuicdo do metabolismo desses organismos em
temperaturas mais elevadas.

As menores concentracfes de proteinas para areas mais frias e mais
guentes foram observadas em costdes mais expostos as ondas com menores
concentracbes de Chl-a. Isso pode ser explicado tanto pela diminuicdo de
fitoplancton que resulta na diminuicdo das comunidades de organismos filtradores
predados pela S. brasiliensis (Menge et al., 2002), como pela Stramonita sp. ser
menos ativa em costdes expostos. Como a Stramonita brasiliensis € mais ativa em
costdes abrigados (Menge, 1978) e had maior entrada de energia na cadeia tréfica,
em areas frias, as maiores concentracdes de proteinas nos organismos foram
observadas em costdes menos expostos as ondas e com maiores concentracfes de
Chl-a.

J4, em costdes mais quentes, as maiores concentracdes de proteinas na
Stramonita brasiliensis foram observadas em extremos ambientais: em costbes
expostos as ondas com maiores concentracdes de Chl-a, onde ela € menos ativa,
mas tem mais energia disponivel na cadeia tréfica; e em costdes menos expostos
com menores concentracdes de Chl-a, onde ela é mais ativa, mas tem menos

energia disponivel na cadeia trofica.

Nossos resultados mostraram que todos os 13 costdes apresentaram

organismos com o0s dois tipos de atividade enzimatica. As proteases mais ativas
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sobre o substrato Z-FR-AMC na Stramonita brasiliensis foram as serinoproteases e
as metaloproteases. As serinoproteases podem ser encontradas em diversas partes
do trato digestério dos organismos marinhos, como o intestino, pancreas, ou
glandulas digestorias e possuem as mais variadas funcbées como a quebra de
proteinas que compbdem as fibras musculares, participacdo de processos
digestérios, de crescimento em larvas, coagulacdo sanguinea e processos
imunologicos (Brauer et al., 2003; Di Cera, 2009; Nolting et al., 1998; Ueberschar,
1995). A inibicao da atividade enzimatica por EDTA (quelante de céations bivalentes),
mas nao por lisinopril, indica que a atividade de metaloproteases presente nesses
organismos se refere a atividade de metaloproteases dependentes de zinco. Entre
essas enzimas temos as metaloproteases de matriz (Lee & Murphy, 2004), que sdo
enzimas relacionadas a remodelacdo de tecidos e a degradacdo da matriz
extracelular, ou as astacinas, que devem estar envolvidas em resposta inflamatdria,
desenvolvimento embrionério, proliferacdo e formacdo de conchas em moluscos
(Xiong et al., 2006). Ainda foi observada uma atividade para aspartilproteases, que
sdo encontradas principalmente no intestino e glandulas digestérias de organismos
marinhos, participando da digestéo de alimentos (Haard & Simpson, 2000).

A atividade especifica de metaloproteases inibidas por EDTA foi verificada na
hidrolise do substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp (Gesini, 2016). Esse substrato
contém parte da sequéncia do nonapetideo bradicinina (GFSPFR), que esta
relacionado com diversas a¢cbes em mamiferos, como vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular, inflamacao, estimulagcdo de nervos sensoriais (Maurer et
al., 2011). A clivagem desse substrato por todos os extratos de S. brasiliensis abre
perspectivas para novos estudos de biodescoberta nesses organismos, outro
interesse do nosso grupo de pesquisa. Além disso, esses resultados abrem
perspectivas tanto para estudos da atividade enzimatica na presenca de metais,
guanto sobre a avaliagdo dos metais presentes nesses organismos. Os metais
pesados podem, por exemplo, alterar a atividade enzimatica, ja que esse metal
pode se ligar com o grupo funcional ou substituir o0 metal associado a enzima, o que
causa mudanca em seu desempenho (Viarengo, 1985). Como as metaloproteases
astacinas estdo envolvidas na formacéo de conchas e neste trabalho observamos

um contraste na espessura das conchas da S. brasiliensis entre os costdes, também
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seria interessante estudar futuramente se existe algum tipo de relacdo entre a
plasticidade fenotipica das conchas com a atividade de metaloproteases nos
diferentes costdes.

Como para expressdo de proteinas, houve diferenca nas duas atividades
enziméticas avaliadas entre os costbes analisados. Essas variagbes podem
acontecer por influéncia de diversos fatores (Fokina et al., 2018; Belisle & Stickle,
1978) e neste trabalho avaliamos as relacfes entre essas atividades e a expressao
de proteinas e entre essas atividades e os fatores oceanograficos.

Verificamos que a atividade de proteases em geral é diretamente
proporcional a atividade de metaloproteases. Provavelmente, entre as proteases
gue clivam o substrato Z-FR-AMC, estdo as metaloproteases que clivam o substrato
Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp. No entanto, tanto a atividade de proteases em geral
guanto a atividade de metaloproteases é inversamente proporcional a expressao de
proteinas. Esse resultado ndo era esperado e contrariou outro estudo que propde
gue quanto maior a quantidade de aminoacidos, maior sera a atividade enzimatica
(Anootthato et al., 2019). Outros fatores que nao a disposi¢cdo de aminoacidos estao
influenciando a atividade dessas proteases. Experimentos com Stramonita
haemastoma, mostraram que a expressdo de um outro tipo de enzimas, a éxido
nitrico sintase, € alterada pelo aumento da temperatura, podendo aumentar ou
diminuir, dependendo do tecido avaliado, mesmo apés apenas duas horas de
exposicdo a nova temperatura (Toni et al., 2015).

No passo seguinte, avaliamos se a atividade de proteases em Stramonita
brasiliensis estaria associada a fatores oceanograficos. De acordo com nossos
resultados, a atividade de proteases também teve relacdo com as variaveis
avaliadas. A atividade de proteases em geral foi maior em organismos de costdes
mais frios do que em costdes mais quentes, nos quais para costdes mais quentes

ndo houve relacdo entre essa atividade e os fatores oceanograficos.

Em areas mais frias, a atividade enzimatica sobre Z-FR-AMC foi maior em
extremos ambientais: em costfes rochosos menos expostos as ondas com menores
concentragfes de Chl-a, onde ela é mais ativa, mas tem menor entrada de energia
na cadeia trofica; e em costdes mais expostos as ondas com maiores

concentragdes de Chl-a, onde ela é menos ativa, mas tem maior entrada de energia
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na cadeia tréfica. Como temos diversas classes de proteases envolvidas nessa
atividade, diferentes enzimas poderiam atuar nas duas situagcdes. Para casos onde
ha menores concentracbes de Chl-a e, portanto, menor disponibilidade de
filtradores, a falta de alimentacdo pode diminuir a expressdo de proteinas em
situacdes de estresse (Jeno e Brokordt, 2014), além de afetar o crescimento de
organismos juvenis de gastrépodes (Wacker & Baur, 2004). Em compensacédo, parte
da atividade de proteases poderia estar envolvida no processo de gliconeogénese,
onde as proteinas musculares da Stramonita brasiliensis estariam sendo
hidrolisadas para a geracéo de glicose (Gabbot, 1983). Nos casos de maior entrada
de energia na cadeia tréfica, maiores concentracbes de Chl-a, outras proteases
poderiam auxiliar tanto no processo de forrageamento, como em processos
digestivos. No entanto, isso ndo explicaria o fato de as menores atividades
enziméticas serem observadas em costbes menos expostos e com maiores
concentracfes de Chl-a, onde além de mais ativa a Stramonita brasiliensis poderia
ter mais alimento disponivel. E importante ressaltar que o contetido bioquimico
desses organismos pode variar também de acordo com as diferentes épocas em
gue os organismos foram coletados, onde fatores como temperatura, reprodutivos e
disponibilidade de alimentos, podem ter variado (Fokina et al.,2018; Belisle &
Stickle, 1978).

Apesar de apresentarem a menor expressdo de proteinas, os costdes de
Ponta Cabeca e Prainha demonstraram as mais elevadas atividades enzimaticas.
Destaca-se que, apesar desses dois costbes estarem préximos a zona de
ressurgéncia de Cabo Frio (Castelao & Barth, 2006), eles apresentaram valores
baixos de Chl-a, indicando que suas proteases possam estar envolvidas em
processos de inanicdo. Na auséncia desses dois costdes, apenas a TSM e o0 grau
de exposi¢cdo as ondas se relacionaram a atividade de proteases em geral. Assim
para costdes mais quentes hd um aumento na atividade enzimatica com um
aumento no grau de exposicdo as ondas; em costdes frios, ha uma diminui¢cdo na

atividade enzimatica com um aumento no grau de exposicéo as ondas.

Para a atividade de metaloproteases sobre o substrato Abz-

GFSPFRSSRQ-EDDnp observou-se um padréo diferente em relacéo a atividade de
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proteases em geral sobre o substrato Z-FR-AMC. Para costdes considerados mais
guentes, quanto maior a concentracdo de Chl-a, maior a atividade das
metaloproteases. As metaloproteases podem sofrer alteracées na sua producao e
atividade de acordo com o conteddo nutricional do organismo, além da
disponibilidade de nitrogénio na agua (Amoozegar et al.,, 2006; Sumantha et al,.
2006), o que poderia explicar esse aumento em locais com maior concentragao de
Chl-a. Mas, isso nédo explicaria o inverso que ocorre em costdes mais frios, onde o
aumento da concentracdo de Chl-a se relaciona a uma menor atividade das
metaloproteases. No entanto, € importante lembrar que essas metaloproteases em
moluscos estdo envolvidas em processos de remodelacdo de tecidos, degradacgao
da matriz extracelular, resposta inflamatéria, proliferacdo celular e formacédo da
concha.

Com relacdo a exposicdo as ondas, ha um leve aumento da atividade de
metaloproteases no gradiente de exposi¢do, que é maior em costdes mais quentes
do que em costbes mais frios. Quando as variaveis Chl-a e exposicdo sédo
modeladas juntas, nos costdes mais expostos, a atividade de metaloproteases
nesses organismos diminui com o aumento da concentracdo de Chl-a. Sendo assim,
guando a Stramonita brasiliensis estaria menos ativa e com maior entrada de
energia na cadeita tréfica, suas metaloproteases estariam menos ativas. Ja em
menores exposi¢cdes as ondas, praticamente ndo ha variacdo da atividade de

metaloproteases no gradiente de Chl-a.

Esses resultados demonstram que os fatores oceanograficos influenciam a
expressédo de proteinas e a atividade de proteases em organismos marinhos quando
expostos as condi¢cdes . Foi visto neste estudo que as proteases apresentam
diferentes respostas de acordo com a situacdo ambiental de costdes rochosos e que
as variaveis podem ou ndo exercer um efeito sinergistico na atividade enzimatica.
Por conta de seu dinamismo, fatores estressantes atuam de maneira conjunta,
gerando diferentes respostas enzimaticas de acordo com o gradiente analisado,
seja ele de temperatura, concentracdo de clorofila-a ou do grau de exposicao as

ondas.
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Este estudo abre diversas perspectivas para futuros estudos com Stramonita,
como avaliacdo da plasticidade das conchas e atividade de metaloproteases e
estudos de biodescoberta envolvendo a purificacdo dessas metaloproteases. Pouco
se sabe sobre o efeito de tantas mudancas no metabolismo de organismos
marinhos, neste trabalho foi visto que em TSM a variacdo de 2 °C, afeta a atividade
de proteases do gastropode Stramonita brasiliensis. Este estudo consiste em mais
um passo para maior compreensao de reacdes fisiologicas de organismos marinhos
ao estresse ambiental e como preditor do efeito da temperatura nas em uma enzima
gue participa de processos relacionados ao crescimento e sobrevivéncia de todos

0S Seres Vvivos.
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Anexo A. Comparacédo da expressdao de proteinas de organismos coletados
em 2016 em dois costdes rochosos com extratos preparados em 2016 e 2019
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Anexo B. Validagdo do modelo estatistico para: varidveis ambientais X
Expressao de proteinas para os 13 costdes analisados
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Pearson residuals

Pearson residuals

Quantiles of standard normal

Anexo C. Validagdo do modelo estatistico para: varidveis ambientais X
Atividade enzimatica sob o substrato Z-FR-AMC nos 13 costdes analisados
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Anexo D. Validagdo do modelo estatistico para: varidveis ambientais X
Atividade enzimatica sob o substrato Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp nos 13
costdes analisados
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Anexo E. Validagdo do modelo estatistico para: varidveis ambientais X
Atividade enzimatica sob o substrato Z-FR-AMC em 11 costdes rochosos.

2 ° - 2
3 S
o o @ L)
1 o
E o - 8 8
g 82 L e " Boe H
o °a & @ © ¢ ¢ < 3 :
© ° b ° E] o o o o
% o © @ & @ 0 ° S
w0 fee 2 - @ . s® e
< o < N o x
= d oo ° ° @ o g
o o g ° ® T a4 ° - g, L
@ 4 @ e L o
T . @ o
o o
o
k3 2 g -
2 | 4 -
o
o o T T T T T
3.0 3.2 34 36 3.8 4.0
T T T T T T
08 06 04 02 0.0 0.2 mean wave fetch
Fitted values
Il 1 1 1 1 1
2+ ° -
8 27
8 ®
19 . § - £
® g 11
T g o ©
5 | s ] L ]
w 0 H c
o s ¢ E A
s H o o
; :
4 4 - @
@ 2
o ¢ T 1A
o R 3
24 3 -
21
o

T T
fria quente

Standardized residuals

sst

56



